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論 文 内 容 要 旨
胆汁酸 は,コ レステロールの異化代謝産物であり,肝 臓で生合成される。すなわち,肝 ミクロ
ソームにおいてコレステロールの7α 位が水酸化きれ,っ いでステロイ ド核の変換および12α 位
の水酸化を受け,さ らに主 として ミトコンドリア,ペ ルオキシゾームで側鎖が酸化的に切断され,
一次胆汁酸のコール酸(CA)と ケノデオシキコール(CDCA)に 変換 される。 これ らは,グ リ
シンまたはタウリンとの抱合型として胆管を経て腸管へと分泌 される。ここでその一部は腸内細
菌 による変換を受け,二 次胆汁酸 となり,一 次胆汁酸 とともに再吸収され肝臓にもどる。胆汁酸
はこうした腸肝循環を行うことにより,脂 質の吸収に大きな役割を果たす と同時に,ネ ガティブ
フィー ドバ ック機構によりそれ自身の生合成をも調節 している。通常胆汁酸はこのような閉鎖的
な系に局在し,定 常状態を保っているが,こ の系のいずれかに変化が起 きると胆汁酸代謝 は大 き
く変動する。その要因として各種肝疾患,糖 尿病,消 化管疾患,高 脂血症などのほか,腸 内細菌
叢の変化さらには加齢などが挙げられる。
そこでまずコレステロール ・胆汁酸代謝に対する腸内細菌および加齢の影響を検討するため,
無菌 ラッ トを用い,コ レステロール負荷によるその変化を系統的に追跡するとともに,個 々の腸
内細菌の影響をノートバイオー トラットを用い検討 した。っいで,1ヒ トの肝疾患時における胆汁
酸代謝を解明すること牽目的 とし,蛍 光検出高運液体 クロマ トグラフィ「による血中胆汁酸の選
択的かっ高感度な測定法の開発を試みた。さらに,代 謝産物 として胆汁酸7一 および12-sulfate
を取 りあげ,・その高感度測定法を確立するとともに,尿 中におけるそれらの動態に精査 を加え
た。
綿 ラ・ト卿 ステロ噸・レ・胆融 欄1・ 対するコレズテ・一噸 荷および加齢の影響
まず無菌 ラットを2ケ 月間通常食とコレステロール食 とで飼育 し,血 清,肝 臓 および胆汁脂
質並びに胆汁,糞 便中胆汁酸を測定 し,通 常ラットのそれらと比較 した。通常食において,無 菌
ラットでは腸内細菌の欠如により通常ラットに比 し胆汁酸のプールサイズが増大するばか りか,
その組成 も抱合型の一次胆汁酸に片寄るため,腸 管か らのコレステロール吸収が充進 し,食 餌性
コレステロールによる体内コレステロールの蓄積が増大 した。一方,コ レステロールを負荷す る
とβ一 ミュリコール酸が著 しく増量するため,コ レステロール吸収の低下を招 き,無 菌 ラットに
おいても食餌性高 コレステロール血症に対する防御機構の働 くことが明 らかとなった。
通常 ラットでは加齢にともない胆汁酸代謝の変化することが知 られている。無菌ラットにおい
て も2ケ 月齢12ケ 月齢24ケ 月齢になるに従いCA系 胆汁酸の相対的増加 と,CDCA系 胆汁酸の減
少に伴 うCA/CDCA比 の増加が認められた。また2ケ 月齢12ケ 月齢無菌 ラットの胆汁酸 プール
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サイズに大 きな変化はみられなかったが,24ケ 月齢ではそれが約30%減 少し,特 にβ一ミュリコー
ル酸のプールサイズの減少が顕著であった。 したがって,食 餌性コレステロールに対する防御機
構が2ケ 月齢,12ケ 月齢では存在するものの,24ケ 月齢になると低下 していると考え られる。 こ
のことは,24ケ 月齢無菌 ラットではコレステロール負荷により血清 コ レステロール値が約1.7倍
に増大する事実によっても裏づけられた。
無菌ラットのコレステロール ・胆汁酸代謝の変化は,リ ボ蛋白質の代謝にも影響を与えること
が明 らかとなった。すなわち,通 常ラットと無菌ラットの血清 リボ蛋白質にほとんど差は見 られ
なかったが,加 齢にともないVLDLが 増加 した。またコレステロール負荷 によりVLDL,IDLへ
のコレステロール分布が増大 し,特 に24ケ 月齢無菌ラットで顕著に見 られた。 この ことは,24
ケ月齢無菌ラットで見 られたコレステロール負荷による血清 コレステロール値の増加がコレステ
ロールを多 く含むVLDL,IDLの 代謝遅延により生 じたことを示唆する。
次に,コ レステロール ・胆汁酸代謝に対する腸内細菌の影響を4種 のノー トバイオー トラット
(Bα0古θro漉8ひ唾多α伽,、Bザ認0わα0孟θ融 肌ZO㎎ μ配,E8Cん θrεCん`αooZε,αOS厩伽1π 吻 π08脇)
を用いて検討 した。B.槻 勾α螂 はタウロβ一ミュリコール酸を,B.Zo㎎'μ7πはタウロコール酸




ヒトにおける胆汁酸の代謝,体 内動態を明 らか にする上で信頼度の高い血中胆汁酸の測定が必
須となる。胆汁酸の測定には,水 溶性化合物の測定に威力を発揮する高速液体クロマ トグラフィー
(HPLC)が 広 く用いられている。しか し,胆 汁酸はそれ自身強い発色団あるいは発蛍光団 を持
たず,検 出に200-210nmのUV吸 収が用いられるため,感 度が0.1-1nmo1と 低 く,血 中胆汁酸の
測定は困難である。そこで水酸基用蛍光プレラベル化剤1-anthroylnitrileに よる胆汁酸の誘導
体化法を検討した。まず胆汁酸と1-anthroyhitrileと の縮合条件を検討 したところ,本 誘導体
化剤は,胆 汁酸の持つ3α 位水酸基と選択的かっ定量的に縮合 し,し かも生成する蛍光性エステ
ルの検出限界も20fmo1と きわめて高感度であ ることが判明 した。っいで,誘 導体化胆汁酸の
HPLCに おけるクロマ トグラフ的挙動を精査 し,一 斉分離の条件を確立 した。っいでBondElu七
カー トリッジによる抽出法およびPHP-LH-20カ ラムによる分画法を組み合わせた生体試料中
胆汁酸のクリーン・アップ法を考案 し,蛍 光検出HPLCに よるヒト血中胆汁酸の高感度分析法を
開発 した。本法は高感度,高 選択性であり,生 体内胆汁酸の動態解析にきわめて有用 と思われる。
ひきっづき,胆 汁酸の主代謝産物であるそれらのsulfa七eを取 りあげ,7一 および12-sulfate
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の高感度分析法の開発を試みた。これらは,通 常きわめて微量であり共存する多量の3-su玉fa七e
の妨害を受けやすい。そこで7一 および12-sulfateが3α 位に遊離水酸基 を有す ることに着 目
し,1-an七hroylnitrileに よる誘導体化法を検討 した。まず,こ れ らsulfateと1-anthroyl
nitrileとの縮合条件を検討 した結果,先 と同様本誘導体化反応が,7一 および12-sulfateに 共通
するエカ トリアル性の3α 水酸基とのみ穏和な条件下進行 し,定 量的に対応するエステルを生成
することが判明 した。一方,生 体内で多量に共存する3-sulfateの7位,12位 遊離水酸基 とは同
一条件下でまった く反応せず,本 反応は7一 および12-sulfateに 選択的であった。生成 した発
蛍光性エステルを,λem470nm(λex370nm)で モニタリングするときの検出限界 は30finol
ときわめて高感度であった。っいで,誘 導体化7一 および12-sulfateのHPLCに おけるクロマ ト
グラフ的挙動を精査 し,一 斉分離の条件を確立 した。
次に生体試料のクリーン ・アップ法として,Sep-PakC、8カ ー トリッジによる胆汁酸7一 およ
び12-sulfa七eの 抽出法およびPHP-LH-20に よるそれらの分画法を工夫 し,先 の1-an七hroyl
nitrileを用いる誘導体化を組み合わせた一斉分析法を確立す るとともに,原 発性胆汁性肝硬変症
(PBC)患 者尿中のそれ らの検索 を行 った。 その結果,タ ウロケ ノデ オキ シコール酸7-
sulfateの排泄されることが判明 した。因みに,そ れ らの同定 には移動相組成の変化 に伴 うク
ロマ トグラフ的挙動の追跡が有用であった。ついで病態 との関連 を明 らかにすべ'く,蛍 光検出
HPLCに よるこれ ら7「12-sulfateの 高唇度定量法を確立 し,各 種肝疾患患者の尿試料 に適用 ,
したところ,PBC患 者のみならず胆道閉鎖症患者において もタウロケノデオキ シコール酸7-
sulfateの排泄 されていることが判明 した。一般に3-sulfateの 多 くはグ リシン抱合型 として排
泄されており,7-sulfateが タウリン抱合型のみであることは胆汁酸 の代謝を考える上で興味
深い。
'今回確立 した蛍光検出HPLCに よる胆汁酸7 一および12-sulfateの 高感度分析法は
,感 度,選
択性,信 頼悌に優れ,今 後各種肝疾患時における胆汁酸の代謝並 びに体内動態を把握す るうえに
大きく役立っものと思われる。
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審 査 結 果 の 要 旨
脂質の吸収に重要な役割を果た している胆汁酸は,通 常閉鎖的な腸肝循環を行 っているため,
この系のいずれに変化が起きても胆汁酸代謝は大きく変動する。本研究では,ま ず,コ レステロー
ル ・胆汁酸代謝に対するコレステロール負荷及び加齢の影響を無菌ラットで,ま た腸内細菌の影
響をノー トバイオートラットを用いて検討 した。さらに,肝 疾患患者における胆汁酸代謝を明 ら
かにす るため,蛍 光検出高速液体クロマ トグラフィー(HPLC)に よる血中胆汁酸及び尿中胆汁
酸7一 及び12一 サルフェー トの高感度高選択的測定法を確立 し,尿 中サルフェー トの動態にっい
て精査 した。
無菌 ラットでは,胆 汁酸のプールサイズは大きいものの,コ レステロールを負荷するとβ一ミ
リコール酸が著 しく増量するためコレステロール吸収の低下を招 き,食 餌性高コレステロール血
症に対する防御機構の働 くことが明 らかにされた。また,加 齢に伴愈い無菌ラットの胆汁酸代謝
は変化 し,コ ール酸系胆汁酸の割合が増加 した。胆汁酸プールサイズは加齢と共に減少 し,と り
わけβ一ミリコール酸の減少が顕著であり,食 餌性コレステロールに対する防御機構が低下 して
いるためと考えられた。 リポタンバク質は加齢に伴ないVLDLが 増加,コ レステロール負荷によ
りVLDL,IDLへ のコレステロール分布が増大 し,特 に24ケ月齢無菌 ラットで顕著に認め られた。
腸内細菌の影響を4種 のノー トバイオートラットについて見たところ,Bαc`θro読sひ 畷gα伽 は
タウロβ一ミュリコール酸を,B諺do一 わα伽 磁 肌Zo㎎ μ船はタウロコール酸を選択的に脱抱合す
るのに対 し,α08`r畝 ω肌rα配OSμ肌は両者を,一 方ESC舵r`C雇 αcoZ`は 全 く脱抱合を示さなか っ
た。
ヒトにおける胆汁酸の代謝 体内動態をHPLCに より明 らかにす るため,蛍 光 プレラベル化剤
1-an七hroylni七rileを 用いる胆汁酸の誘導体化法を検討 した。本法で は選択的,か っ定量的な
縮合が胆汁酸に特異な3α 位水酸基に見られ,検 出限界 も20fmo1と きわめて高感度であること
が判明 した。ついで誘導体化胆汁酸のクロマ トグラフ的挙動を精査 して一斉分離の条件を確立す
ると共に生体試料中胆汁酸のクリーン・アップ法を考案 し,ヒ ト血中胆汁酸の高感度分析法を開
発 した。ひき続 き7一 及び12一 サルフェー トを取 り上 げ,さ きと同様蛍光検出HPLCに よる測定
法を確立した。原発性胆汁性肝硬変症及び胆道閉鎖症患者 の尿にっいて検索 したところ,タ ウロ
ケノデオキシコール酸 ・7一 サルフェートの排泄が明 らかとなった。
以上,本 論文は,加 齢ならびに病態時における胆汁酸代謝について無菌ラ ットを使用 し,高 感
度分析法を用いるなど高度の技法を駆使 しっつ詳細な検討を試み,従 来未開拓のまま残されてい
た分野に有用な新知見を加えたものであり,学 位論文に値する内容 と認める。,
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